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VECTEURS ADENOVIRAL OEFECTIFS ET UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE 

La presente invention conccnie de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. Elle conceme egalement les compositions 
Pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la presente 
invention conceme des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d«une information genetique 
dans la ceUule ou l'organe affecte. Cette information genetique peut &re introduite soit 
in vitro dans une cellule extraite de Torgane, la cellule modifiee etant alors relntroduite 
dans I'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de prolines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 
375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de 
hposomes (Fraley et al., LBioLChem. 255 (1980) 1043 IX etc. Plus recemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 
cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presenter* certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables dlnfecter des cellules quiescentes. ne slntegrent pas au genome de 
la ceflule infectee, et n'ont pas ete assodes a ce jour a des pathologies importantes 
chez Miomme. 

Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire dune taille de 36 kb 
environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee (TTR) a 
leur extremite, une sequence d'encapsidation, des genes precoces et des genes tardifs 
(Cf figure 1). Les principaux genes precoces sont les genes El (Ela et Elb), E2, E3 et 
E4. Les principaux genes tardifs sont les genes LI a L5. 



Compte term des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
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ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, difRrents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal, OTC, a- 
1 At, cytoldnes; etc). Dans chacune de ces constructions, 1'adenovirus a &e modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 

5 constructions decrites dans Tart anteneur sont des adenovirus deletes des regions El 
(Ela et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees les sequences 
d'ADN heterology (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudbury et at., 
Gene 50 (1986) 161). Neanmoins, les vecteurs decrits dans l'art anteneur presentent 
de nombreux inconvenients qui limitent leur exploitation en therapie genique. En 

10 particulier, tous ces vecteurs component de nombreux genes vjraux dont l'expression 
in vivo n'est pas souhahable dans le cadre d'une therapie genique. De plus, ces vecteurs 
ne permettent pas Incorporation de fragments d'ADN de tres grande taille, qui 
peuvent £tre necessaires pour certaines applications. 

La presente invention permet de remidier a ces inconvenients. La presente 
15 invention decrit en effet des adenovirus recombinants pour la therapie genique, 
capables de transferer de maniere efficace de l'ADN (jusqu'a 30 kb) in vivo, d'exprimer 
a des ntveaux eleves et de maniere stable cet ADN in vivo, en limitant tout risque de 
production de proteines virales, de transimssion du virus, de pathogenicity etc. En 
particulier, il a ete trouv6 qull est possible de reduire considerablement la taille du 
20 genome de l'adenovirus, sans empecher la formation dWe particule virale encapsidee. 
Ceci est surprenant dans la mesure ou U avah ete observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovirus, que certaines sequences distributes le long du genome 
etaient necessaires pour une encapsidation efficace des particules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs possedant dtoportantes deletions internes etait fortement 
25 limitee. La presente invention montre egalement que la suppression de l'essentiel des 
genes viraux rfempeche pas non phis la formation d'une telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtenus conservent, en depit des modifications 
importantes de leur structure genomique, leurs proprietes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stability in vivo, etc. 

30 Les vecteurs de l'invention sont particulierement avantageux puisqulls 

permettent Incorporation de sequences d'ADN desirees de tres grande taUle. n est 
ainsi possible d'inserer un gene d'une longueur superieure a 30 kb. Ceci est 
particulierement interessant pour certaines pathologies dont le traitement necessite la 
co-expression de plusieurs genes, ou l'expression de tres grands genes. Ainsi par 



PCT/FR94/00851 



3 



10 



exemple, dans le cas de la dystrophic musculaire, il n'etait pas possible jusqu'a present 
de transferer TADNc correspondant au gene natif responsable de cette pathologie 
(gene de la dystrophine) en raison de sa grande taille (14 kb). 

Les vecteurs de l'invention sont egalement tres avantageux puisqulls 
possedent tres peu de regions virales fonctionndles et que, de ce fait, les risques 
inherent* a 1-utiiisation de virus comme vecteurs en therapie genique tels que 
liinmunogenicite, la pathogenidte, la transmission, la replication, la recombinaison, etc 
sont fortement reduits voire supprimes. 

La presente invention foumit ainsi des vecteurs viraux particulierement 
adapts au transfert et a 1'expression in vivo de sequences d'ADN desirees. 

Un premier objet de la presente invention concerne done un adenovirus 
recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant l'encapsidation, 
15 -une sequence d'ADN heterologue, 

et dans lequel : 

- le gene El est non fonctionnd et 

- au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnd. 

Au sens de la presente invention, le terme "adenovirus defectif" designe un 
20 adenovirus incapable de se repliquer de facon autonome dans la cellule dole. 
Generalement, le genome des adenovirus ddfectifs sdon la presente invention est done 
depourvu au moins des sequences necessaires a la replication audit virus dans la cdhile 
infectee. Ces regions peuvent etre soil eliminees (en tout ou en partieX soft rendues 
non-fonctionndles, soft substituees par d'autres sequences et notamment par la 
25 sequence d'ADN heterologue. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent l'origine de replication des 
adenovirus. EUes sont localisees aux extremites 3' et 5' du genome viral (Cf figure 1), 
d'ou dies peuvent 6tre isolees aisement sdon les techniques dassiques de biologie 
moleculaire connues de l'homme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
30 ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
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Concernant 1'addnovirus Ad5 par cxemple, la sequence ITR gauche correspond k la 

region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. * 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est nteessaire 
5 a rencapsidation de l'ADN viral. Cette region doit done etre prdsente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon finvention. La sequence 
d'encapsidation est localis£e dans le genome des adenovirus, entre 1TTR gauche (5*) et 
le g£ne El (Cf figure 1). EUe peut 6tre isolte ou synth&isde artificiellement par les 
techniques classiques de biologie moieculaire. La sequence nucleotidiques de la 
10 sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en parti culier des serotypes Ad2 et 
AdS) est decrite dans la literature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 
et CAV2). Concernant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 358 du genome. 

n existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
15 varient quelque peu. Neanmoins, ces virus presentent une organisation genetique 
comparable, et les enseignements decrits dans la pr6sente demande peuvent etre 
aisement reproduits par lliomme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Les adenovirus de 1'invention peuvent etre d'origine humaine, animate, ou 
mixte (humaine et animate). 
20 Concernant les adenovirus d'origine humaine, on prefere utiliser ceux classes 

dans le groupe C. Plus preferentiellement, parmi les differents serotypes d'adenovirus 
humain, on prefere utOiser dans le cadre de la pr6sente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comxne indique plus haut, les adenovirus de 1'invention peuvent egalement 
25 etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animate. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qulls sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans Iesqudles Qs ont ete testes 
(Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
30 d'origine animale ne sont nullement trans-complementds par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui eiimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d*un adenovirus humain, pouvant conduire k la formation d*une particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 
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done particufterement avantageuse puisque les risques inherents a Tutilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utili sables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et aL, 
5 Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 
Plus particulierement, parmi les adenovirus avi aires, on peut citer les serotypes 1 a 10 
accessibles a 1'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), EBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 

10 souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 
utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a 1'ATCC (types 
1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), Tadenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 

15 Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee a 1'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animale, on utilise 
dans le cadre de l'invention des adenovirus ou des regions (Tadenovirus d'origine 
20 canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait Tobjet de 
- nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Tart anteneur (Spibey et al., J. Gen. 
Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
25 et sequences (voir notamment Spibey et aL, Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 1 19, WO 91/11525). 

Comme indique' ci-avant, les adenovirus de la presente invention component 
une sequence d'ADN heterologue. La sequence d'ADN heterologue designe toute 
sequence d'ADN introduite dans le virus recombinant, dont le transfert et/ou 
30 Texpression dans la cellule cible est recherchee. 

En parti culier, la sequence d'ADN heterologue peut comport er un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou plusieurs genes cod ant pour des peptides 
antigeniques. 
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Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene dont 
la transcription et Iventuellement la traduction dans ia cellule cible genfcrent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

II peut s'agir en particulier de g6nes codant pour des produits proteiques 

5 ayant un effet therapeutique. Le produh proteique ainsi cod6 peut etre une protfine, 
un peptide, un acide amind, etc. Ce produh proteique peut Stre homologue vis-a-vis de 
la ceUule able (c'est-i-dire un produit qui est nonnalement exprimfi dans la cellule 
able lorsque celle-ci ne pr&ente aucune pathologie). Dans ce cas, 1'expression d"une 
proline permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 

0 1'expression d"une prot&ne inactive ou faiblement active en raison d*une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d*une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activity modifiee, 
etc. Le produit prot6ique peut igalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprim£e peut par exemple completer ou apporter une 

5 activite defiriente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologic 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interieukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs pr£curseurs ou enzymes de synthese, les 

3 facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; 
les apolipoprotdines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou 
une minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les g&nes codant pour des facteurs impliqufe 
dans la coagulation : Facteurs VII, Vm, IX, etc. 

5 Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 

dont 1'expression dans la cellule cible permet de controler 1'expression de g&ies ou la 
transcription d'ARNm ceUulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en ARN compldmentaires d'ARNm ceUulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en prot&ne, selon la technique d£crite dans le brevet EP 

) 140 308. 

Comme indiquS plus haut, la sequence d'ADN hdterologue peut igalement 
comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigdnique, capable de 
gdnerer chez l*homme une r6ponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, {Invention permet done la realisation de vaccins permettant d'immuniser 
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1'homme, notamment contre des microorganismes ou des virus. II peut s'agir 
notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus HIV, 
du virus de lhepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore 
specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

5 Generalement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 

sequences pennettant rexpression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule infectee. D peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gene consider* lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. D peut egalement s'agir de 

10 sequences d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
m&ne synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d"un virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, 

15 on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences d'expression peuvent &re modifiers par addition de sequences 
d'activation, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insere ne comporte pas de 
sequences d'expression, il peut etre insert dans le genome du virus deiectif en aval 
d*une telle sequence. 

20 Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut egalement comporter, en 

particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetis* dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d*une sequence signal 

25 artificielle. 

Comme indique" ci-avant, les vecteurs de I'invention possedent au moins l*un 
des genes E2, E4, L1-L5 non fonctionnel. Le gene viral consider* peut etre rendu non 
fonctionnel par toute technique connue de 1'homme du metier, et notamment par 
suppression, substitution, deletion, ou addition dWe ou plusieurs bases dans le ou les 
30 genes consideres. De telles modifications peuvent Stre obtenues in vitro (sur de l'ADN 
isol6) ou in Situ , par exemple, au moyen des techniques du genie genetique, ou encore 
par traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Parmi les agents mutagenes, on peut citer par exemple les agents physiques 
tels que les rayonnements energ&iques (rayons X, g, ultra violet, etc.), ou les agents 
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chimiques capables de reagir avec differents groupements fonctionnels des bases de 
I'ADN, et par exemple les agents alkylants [ethylmethane sulfonate OEMS), N-methyl- 
N-nitro-N-nitrosoguanidine, N-nitroquinoleine-1 -oxyde (NQO)], les agents 
bialkylants, les agents intercalants, etc. 
5 Par delation on entend au sens de 1'invention toute suppression du gene 

consider^. II peut s'agir notamment de tout ou partie de la region codante dudit gene, 
et/ou de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gene. La 
suppression peut etre effectu6e par digestion au moyen d'enzymes de restriction 
approprtees, puis ligature, selon les techniques classiques de biologie moleculaire, ainsi 

10 qu'illustre dans les exemples. 

Les modifications genetiques peuvent £galement etre obtenues par disruption 
genique, par exemple selon le protocole initialement ddcrit par Rothstein [Meth. 
Enzymol. 1Q1 (1983) 202]. Dans ce cas, tout ou partie de la sequence codante est 
preferentiellement perturbee pour pennettre le remplacement, par recombinaison 

15 homologue, de la sequence genomique par une sequence non fbnctionnelle ou 
mutante. 

La ou lesdites modifications genetiques peuvent etre localisees dans la partie 
codante du gene concern^, ou en dehors de la region codante, et par exemple dans les 
regions responsables de 1'expression et/ou de la regulation transcriptionelle desdits 

20 genes. Le caractere non fonctionnel desdits genes peut done se manifester par la 
production d*une proteine inactive en raison de modifications structurales ou 
•conformationelles, par Pabsence de production, par la production d\me prot&nee ayant 
une activite altfree, ou encore par la production de la proteine natureUe & un niveau 
att&iue ou selon un mode de regulation desire. 

25 Par ailleurs, certaines alterations telles que des mutations ponctueDes sont par 

nature capables d'etre corrigees ou attenuees par des mecanismes ceHulaires. De telles 
alterations genetiques ont alors un interet limite au niveau industriel. II est done 
particulierement prefere que le caractere non fonctionnel soit parfahement stable 
segregationellement et/ou non-reversible. . 

30 De preference, le gene est non fonctionnel en raison d'une deletion partielle 

ou totale. 

Preferentiellement, les adenovirus recombinants dtfectifs de linvention sont 
depourvus de genes tardifs d'adenovirus. 

Un mode particulierement avantageux de 1'invention consiste en un 
35 adenovirus recombinant d£fectif comprenant : 



WO 95/02697 



PCT/FR94/00851 



9 

- Ies sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN he"terologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E2. 

Un autre mode particulierement avantageux de invention consiste en un 
adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- Ies sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN necrologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4. 

Toujours dans un mode particulierement avantageux, les vecteurs de 
l'invention possedent en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d"un promoteur 
hdterologue. Plus preferentieUement, les vecteurs possedent une partie du gene E3 
permettant I'expression de la proteine gpl9K. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
de differentes facons. 

Une premiere m&hode consiste i transfecter l'ADN du virus recombinant 
defectif prepari in vitro (soit par hgature, soit sous forme de plasmide) dans une lignee 
ceUulaire comp&ente, c'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
complementation du virus defectif Ces fonctions sont preferentieUement integrees 
dans le genome de la cellule, ce qui pennet d'eviter les risques de recombinaison, et 
confere une stability accrue a la lignee ceUulaire. La preparation de telles lignees 
ceUulaires est decrite dans les exemples. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee ceUulaire 
apppropriee l'ADN du vims recombinant defectif prepari in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et l'ADN dun virus helper. Selon cette mdthode, il n'est 
pas necessaire de disposer d"une lignee ceUulaire competente capable de complementer 
toutes les fonctions defectives de 1'adenovirus recombinant. Une partie de ces 
fonctions est en effet complemented par le virus helper. Ce virus helper doit lui-meme 
Stre defectif et la lignee ceUulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. La preparation d'adenovirus recombinants defectifs de l'invention 
selon cette methode est egalement fflustree dans les exemples. 
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Parmi les lignees cellulaires utilisables dans le cadre de cette seconde 
approche, on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire humain 293, les 
cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 
5 amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presente invention conceme done aussi les lignees cellulaires infectables 
par les adenovirus, comprenant, integrees dans leur genome, les fonctions necessaires 
a la complementation d'un adenovirus recombinant defectif tel que decrit 
precedemment. En particulier, elle concerne les lignees cellulaires comportant, 
10 integrees dans leur genome, les regions El et E2 (notamment la region codant pour la 
proteine 72K), et/ou E4 et/ou le gene du recepteur aux glucocorticoides. 
Preferentiellement, ces lignees sont obtenues a partie de la lignee 293 ou gm DBP6. 

La presente invention conceme egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tds que decrits 
15 precedemment. Les compositions phannaceutiques de rinvention peuvent etre 
formulees en vue d*une administration par voie topique, orale, parenteral, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. H peut s'agir en 
20 particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisde ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

25 Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en fonction 

de difierents parametres, et notamment en fonction du mode ^administration utilise, 
de la pathologie concern ee, du gene a exp rimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D*une maniere g&ierale, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10* et 10 14 p£u/ml, et de 

30 preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terrae pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d*une solution de virus, et est determine par infection d"une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, gdndralement apres 5 jours, du nombre de plages de 
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cellules infect£es. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 
sont bien document6es dans la literature. 

Selon la sequence d'ADN h6t6rologue ins^ree, les adenovirus de invention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
incluant les maladies g^ndtiques (dystrophic, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurog£gen£ratives (alzheimer, parkmson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
aux ddsordres de la coagulation ou aux dyslipoproteingmies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SID A, etc), etc. 

La pr&ente invention sera plus complement decrite a 1'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre considers comme illustratifs et non limitatife. 

Lfegndfi dss Qgmas 

Figure 1 : Organisation gendtique de l'adenovirus Ad5. La sequence complete de 1'AdS 
est disponible sur base de donndes et permet k ITiomme du metier de sdlectionner ou 
de cr6er tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
Figure 2 : Carte de restriction de l'adenovirus CAV2 souche Manhattan (d'aprds 
Spibey et al prdcitd). 

Figure 3 : Construction de vims defectifs de llnvention par ligature. 
Figure 4 : Construction d*un vims recombinant portant le gene E4. 
Figure 5 : Construction d*un virus recombinant portant le gene E2. 
Figure 6 : Construction et representation du plasmide pPY32. 
Figure 7 : Representation du plasmide pPY55. 
Figure 8 : Representation du plasmide p2. 

Figure 9 : Representation du plasmide intermediaire utilise pour la construction du 
plasmide pITRL5-E4. 

Figure 10 : Representation du plasmide pITRL5-E4. 

Techniques generates de hlolnyte laalsCUlake 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, I'eiectrophor&se sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par eiectroeiution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
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r&hanol ou de Hsopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
5 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1 987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commercial (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre s£par& selon leur taille 
par 61ectrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
10 melange phenol/chlorofonne, precipites & T6thanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectude en presence 
15 de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisde selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutag£nese dirigge in vitro par oligod£oxynucleotides synth&iques peut 
etre effectuee selon la m&hode developpte par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13. 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed Chain Eeaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth.Enzym. 121 (1987) 335-350] peut €tre 
effectude en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
25 specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1A (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribu6 par Amersham. 

Lignies cfillalakss niiliaia 

30 Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

• Lign6e de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, intdgree dans son genome, la partie 
gauche du genome de 1'adenovirus humain Ad5 (12 %). 
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- Lignee de cellules humaines KB : Issue d*un carcinome epidermique humain, 
cette lignee est accessible a 1'ATCC (ref CCL17) ainsi que les conditions peraiettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue dhin carcinome de l'epithelium 
5 humain, cette lignee est accessible a 1'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

- Lignee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont 6t6 decrites notamment par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
10 Cette lignee est constitute de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovirus sous le 

controle du LTR de MMTV. 

Exemple 1 

Cet exemple demontre la faisabilite (Tun adenovirus recombinant depourvu de 
l'essentiel des genes viraux. Pour cela, une serie de mutants de delation dans 
I'adenovirus a cte construhe par ligation in vitro, et chacun de ces mutants a etc co- 
transfecte avec un virus helper dans les cellules KB. Ces cellules ne permettant pas la 
propagation des virus defectifs pour El, la transcomplementation porte sur la region 
El. 

Les differents mutants de deletion ont ete prepares a partir de I'adenovirus 
Ad5 par digestion puis ligation in vitro. Pour cela, l'ADN viral d'Ad5 est isole selon la 
technique decrite par Lipp et al. (J. Virol. 63 (1989) 5133), sounds a digestion en 
presence de differentes enzymes de restriction (Cf figure 3), puis le produit de la 
digestion est ligaturt en presence de T4 DNA ligase. La taille des differents mutants de 
delation est ensuite controlee sur gel SDS agarose 0,8%. Ces mutants sont ensuhe 
cartographies (Cf figure 3). Ces differents mutants component les regions suivantes : 
mtl : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-20642(SauI) et (SauI)33797-35935 
mt2 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-19549(NdeI) et (Ndel)3 1089-35935 
mt3 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-10754(Aatn) et (AatE)259 15-35935 
mt4 : Ligation entre les fragments d*Ad5 0-1 131 l(MJuI) et (MluI)24392-35935 
mt5 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-9462(SalI) et (XhoI)29791-35935 
mt6 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-5788(XhoI) et (XhoI)2979 1-35935 
mt7 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-3665(SphI) et (Sphl)3 1224-35935 
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Chacun des mutants prepares ci-dessus a ete co^-transfecte avec l'ADN viral 
de Ad.RSVflGal (Stratford-Perricaudet et al., J.Clin.Invest. 90 (1992) 626) dans les 
cellules KB, en presence de phosphate de calcium. Les cellules ont ete recoltees 8 
jours apres la transfection, et les sumageants de culture ont ete recoltes puis amplifies 

5 sur cellules KB jusqu'a l'obtention de stocks de 50 boites pour chaque transfection. A 
partir de chaque echantillon, l'ADN episomique a et6 isol6 et separ6 sur gradient de 
chlorure de cesium. Deux bandes distinctes de virus ont ete observers dans chaque 
cas, prelevees et analysees. La plus lourde correspond a l'ADN viral de Ad.RSVBGal, 
et la plus legere a l'ADN du virus recombinant gener6 par ligation (figure 3). Le titre 

10 obtenu pour cette derniere est d'environ 10 8 pfu/ml. 

Une seconde serie de mutants de deletion dans l'adenovirus a ete construite 
par ligation in vitro selon la meme methodologie. Ces differents mutants component 
les regions suivantes : 

mt8 : Ligation entre les fragments 0-4623(ApaI) d'Ad RSVDGal et (Apal)31909- 
15 35935 d'Ad5. 

mt9 : Ligation entre les fragments 0-101 78(BgUI) d'Ad RSVBGal et (BamHI)21562- 
35935 d H Ad5. 

Ces mutants, portant le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du virus 
RSV, sont ensiute co-transfectes dans les cellules 293 en presence de l'ADN viral de 
20 H2dl808 (Weinberg et al., J. Virol. 57 (1986) 833), qui est delete de la region E4. 
Selon cette seconde technique, la transcomplementation porte sur E4 et non plus sur 
El. Cette technique permet ainsi de gendrer, comme decrit ci-dessus, des virus 
recombinants ne possedant comme gene viral que la region E4. 

Ezamate I 

25 Cet exemple decrit la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon 

l'invention par co-transfection, avec un virus helper, de l'ADN du virus recombinant 

incorpore a un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de l'Ad5, la sequence 

d'encapsidation, le gene E4 sous controle de son propre promoteur et, comme gene 
30 heterologue, le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a et6 

construit (figure 4). Ce plasmide, designe pE4Gal a et6 obtenu par clonage et ligature 

des fragments suivants (voir figure 4) : 
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- fragment Hindm-SacII issu du piasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J. 8 
(1989) 2077). Ce fragment porte les sequences ITR de TAd5 en tfite k queue et la 
sequence d'encapsidation : fragment Hindm (34920>SacH (352). - 

: - fragment de TAdS compris entre les sites SacII (localise au niveau de la 
5 paire de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245); 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

(pb34); 

* fragment Xhol-Xbal du piasmide pAdLTR GallX decrit dans Stratford- 
Perricaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le g£ne LacZ sous controle 

10 du LTR du virus RSV. 

- fragment Xbal (pb 40) - Ndel (pb 2379) du piasmide pSP 72; 

• fragment Ndel (pb 31089) - Hindm (pb 34930) de FAd5. Ce fragment 
localise dans l'extremit£ droite du genome de l'Ad5 contient la region E4 sous controle 
de son propre promoteur. II a €t€ clone au niveau des sites Ndel (2379) du piasmide 

15 pSP 72 et Hindm du premier fragment. 

Ce piasmide a et6 obtenu par clonage des differents fragments dans les 
regions indiquees du piasmide pSP 72. II est entendu que des fragments Equivalents 
peuvent etre obtenus par rhomme du metier a partir d'autres sources. 

Le piasmide pE4Gal est ensuite co-transfectE avec TADN du virus H2dl808 
20 dans les cellules 293 en presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est 
ensuite prepar6 comme decrit dans l'exemple 1. Ce virus porte, comme seul gbnc viral, 
le g&ie E4 de l'ad6novirus" Ad5 (figure 4). Son genome a une taille de 12 kb environ, 
ce qui permet insertion d'ADN h&erologue de trds grande taille (jusqu'i 20 kb). 
Ainsi, Thomme du m&ier peut ais^ment femplacer le g&ne LacZ par tout autre gine 
25 therapeutique tels que ceux mentionnds plus haut. Par ailleurs, ce virus comporte 
certaines sequences issues du piasmide pSP 72, qui peuvent fitre 6Iimindes par les 
techniques classiques de biologie molteulaires si ndcessaire. 

Esemp?e 3 

Cet exemple decrit la preparation d'un autre adenovirus recombinant defectif 
30 selon rinvention par co-transfection, avec un virus helper, de TADN du virus 
recombinant incorporg a un piasmide. 

Pour cela, un piasmide portant les ITR jointives de l'Ad5, la sequence 
d'encapsidation, le gene E2 de TAd2 sous controle de son propre promoteur et, comme 
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gene het^rologue, le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a 6te 
construit (figure 5). Ce plasmide, designe pE2Gal a ete obtenu par clonage et ligature 
des fragments suivants (voir figure 5) : 

- fragment Hindlll-SacII issu du plasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J 8 
5 (1989) 2077). Ce fragment porte ies sequences ITR de 1'AdS en tete a queue et la 

sequence d'encapsidation : fragment Hindm (34920>SacII (352). H a 6t6 clone, avec 
le fragment suivant, au niveau des sites Hindm (16) - PstI (32) du plasmide pSP 72. 

- fragment de 1'AdS coxnpris entre les sites SacII (localise au niveau de la 
paire de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245). Ce 

10 fragment a ete clone au niveau du site SacII du fragment precedent et du site PstI (32) 
du plasmide pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre Ies sites PstI (pb 32) et Sail 

(pb 34); 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GallX decrit dans Stratford- 
15 Perricaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 

du LTR du vims RSV. D a ete clone au niveau des sites Sail (34) et Xbal du plasmide 
pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites Xbal (pb 34) et 
BamHI(pb46); 

20 - fragment BamHI (pb 21606) - Smal (pb 27339) de l'Ad2. Ce fragment du 

genome de PAd2 contient la region E2 sous controle de son propre promoteur. II a 6t6 
-clon6 au niveau des sites BamHI (46) et EcoRV du plasmide pSP 72. 

- fragment EcoRV (pb 81) - Hindm (pb 16) du plasmide pSP 72. 

Ce plasmide a 6t6 obtenu par clonage des differents fragments dans les 
25 regions indiquges du plasmide pSP 72. H est entendu que des fragments equivalents 
peuvent etre obtenus par I'homme du metier a partir tfautres sources. 

Le pE2Gal plasmide est ensuhe co-transfecte avec I'ADN du virus H2dl802 
d£pourvu de la region E2 (Rice et al. J. Virol. 56 (1985) 767) dans les cellules 293, en 
presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est ensuite prepare comme 
30 decrit dans Texemple 1. Ce virus porte, comme seul gene viral, le gene E2 de 
l'adenovirus Ad2 (figure 5). Son genome a une taille de 12 kb environ, ce qui permet 
l'insertion d'ADN hetdrologue de tres grande taille (jusqu'a 20 kb). Ainsi, lTiomme du 
metier peut ais£ment remplacer le gene LacZ par tout autre gene therapeutique tels 
que ceux mentionnes plus haut. Par ailleurs, ce virus comporte certaines sequences 



WO 95/02697 



PCT/FR94/00851 



17 

issues du plasmide intermediate, qui peuvent etre 6Iiminees par les techniques 
classiques de biologie moleculaires si ndcessaire. 

Baautk 4 

Cet exemple decrit la construction de lignees cellulaires compieraentantes 
5 pour les regions El, E2 et/ou E4 des adenovirus. Ces lignees permettent la 
construction d'addnovirus recombinants selon invention deletes pour ces regions, sans 
avoir recours a un Virus helper. Ces virus sont obtenus par recombinaison in vivo, et 
peuvent comporter des sequences heterologies importantes. 

Dans les lignees cellulaires decrites, les regions E2 et E4, potentiellement 

10 cytotoxiques, sont places sous le controle d"un promoteur inducible : le LTR de 
MMTV (Pharmacia), qui est induit par la dexamdthasone, soit natif, soit la forme 
minimale decrite dans PNAS 90 (1993) 5603; ou le systeme repressible par la 
tetracycline decrit par Gossen et Biijard (PNAS 89 (1992) 5547). II est entendu que 
d'autres promoteurs peuvent Stre utilises, et notamment des variants du LTR de 

15 MMTV portant par exemple des regions heterologies de regulation (region 
"enhancer" notamment). Les lignees de l'invention ont et6 construites par transfection 
des cellules correspondantes, en presence de phosphate de calcium, par un fragment 
d'ADN portant les g&nes indiqu6s (regions d'adenovirus et/ou g&ne du recepteur aux 
glucocorticoides) sous le controle d*un promoteur de la transcription et d\in 

20 terminateur (she de polyadenylation). Le terminateur peut fitre soit le tenninateur 
naturel du gene transfectd, soit un terminateur different comme par exemple le 
terminateur du messager pr^coce du virus SV40. Avantageusement, le fragment 
d'ADN porte egalement un gene permettant la selection des cellules transformdes, et 
par exemple le g£ne de la resistance £ la gdndtidne. Le gene de resistance peut 

25 egalement £tre port* par un fragment d'ADN different, co-transfecte avec le premier. 

Aprfes transfection, les cellules tranformees sont seiectionnees et leur ADN 
estvanalyse pour verifier Integration du fragment d'ADN dans le genome. 
Cette technique permet d'obtexur les lignees cellulaires suivantes : 

1. Cellules 293 possedant le gbne de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
30 controle du LTR de MMTV; 

2. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
controle du LTR de MMTV et le gene du recepteur aux glucocorticoides; 

3. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d*Ad5 sous 
controle du LTR de MMTV et la region E4 sous controle du LTR de MMTV; 
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4. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region £2 d'AdS sous 
controle du LTR de MMTV, la region E4 sous controle du LTR de MMTV, et le gene 
du recepteur aux glucocorticoides; 

5. Cellules 293 possedant la region E4 sous controle du LTR de MMTV; 

6. Cellules 293 possedant la region E4 sous controle du LTR de MMTV et le 
gene du recepteur aux glucocorticoides; 

7. Cellules gm DBP6 possedant les regions El A et E1B sous controle de leur 
propre promoteur; 

8. Cellules gm DBP6 possedant les regions El A et E1B sous controle de leur 
propre promoteur et la region E4 sous controle du LTR de MMTV. 

Exemnle S 

Cet exemple decrit la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon 
Tinvention dont le genome est delete des genes El, E3 et E4. Selon un mode 
avantageux de realisation, illustre dans cet exemple et dans 1'exemple 3 notamment, le 
genome des adenovirus recombinants de Tinvention est modifte de sorte que les genes 
El et E4 au moins soient non-fonctionnels. De tels adenovirus possedent tout d'abord 
une capacity d'incorporation de genes beterologues importante. Par ailleurs, ces 
vecteurs presentent une s^curite 6Ievee en raison de la delation de la region E4, qui est 
impliquge dans la regulation de l'expression des genes tardifs, dans la stability des ARN 
nucleates tardifs, dans i'extinction de l'expression des proteines de la cellule hote et 
dans I'effi cache de la replication de FADN viral. Ces vecteurs poss&dent done un bruit 
de fond de transcription et une expression de genes viraux tres r&hihs. Enfin, de 
maniere particulierement avantageuse, ces vecteurs peuvent etre produits & des titres 
comparables aux adenovirus sauvages. 

Ces adenovirus ont ct6 prepares a partir du plasmide pPY55, portant la partie 
droite modifiee du genome de l'adenovirus Ad5, soit par co-transfection avec un 
plasmide helper (voir egalement exemples 1, 2 et 3), soit au moyen d'une lignee 
complementante (exemple 4). 

5.1 Construction du plasmide pPY55 

a) Construction du plasmide pPY32 
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Lc fragment Avrll-BcII du plasmide pFG144 [F.L. Graham et al. EMBO J. 8 
(1989) 2077-2085], correspondant a Textrtmit^ droite du genome de I'ad&iovirus 
Ad5, a d'abord 6te clone entre les sites Xbal et BamHI du vecteur pIC19H, prepare k 
partir d'un contexte dam-. Ceci genere le plasmide pPY23. Une caracteristique 
5 interessante du plasmide pPY23 est que le site Sail provenant du multisite de clonage 
du vecteur pIC19H reste unique et quH est localise a cot6 de l*extr^mhe droite du 
genome de l'adenovirus Ad 5. Le fragment Haelll-Sall du plasmide pPY23 qui contient 
l'extr&nite droite du genome de I'ad&iovirus Ad5, a partir du site Haelll localise en 
position 35614, a ensuite 6t6 clon6 entre les sites EcoRV et Xhol du vecteur pIC20H, 

10 ce qui gen&re le plasmide pPY29. Une caracteristique interessante de ce plasmide est 
que les sites Xbal et Clal provenant du multisite de clonage du vecteur pIC20H sont 
localises a cot£ de la jonction EcoRV/HaelH resultant du clonage. De plus cette 
jonction modifie le contexte nucleotidique immediatement adjacent au site Clal qui est 
maintenant devenu mdthylable dans un contexte dam+. Le fragment Xbal(30470)- 

15 MaeII(32811) du gdnome de l'adenovirus Ad5 a ensuite 6t6 clon£ entre les sites Xbal 
et Clal du plasmide pPY29 prepard k partir d'un contexte dam-, ce qui genere le 
plasmide pPY30. Le fragment SstI du plasmide pPY30, qui correspond a la sequence 
du genome de l'adenovirus Ad5 du site SstI en position 30556 jusqu'i I'extr6mit6 
droite a enfin 6t6 clon£ entre les sites SstI du vecteur pIC20H, ce qui genere le 

20 plasmide pPY3 1, dont une carte de restriction de 1'insert localise entre les sites HindHI 
est donn£e k la Figure 6. 

Le plasmide pPY32 a ete obtenu apr&s digestion partielle du plasmide pPY31 
par Bgin, suivie d*une digestion totale par BamHI, puis religature. Le plasmide pPY32 
25 correspond done k la deletion du genome de l'adenovirus Ad5 situ6e entre le site 
BamHI du plasmide pPY31 et le site Bgin localise en position 30818. Une carte de 
restriction du fragment Hindm du plasmide pPY32 est donnde k la Figure 6. Une 
caracteristique du plasmide pPY32 est qull poss&de des sites Sail et Xbal uniques. 

30 b) Construction du plasmide pPY47 

Le fragment BamHI(21562)~XbaI(28592) du genome de l'adenovirus Ad5 a 
tout d'abord 6t6 clone entre les sites BamHI et Xbal du vecteur plC19H prepard a 
partir d'un contexte dam-, ce qui g£n&re le plasmide pPY17. Ce plasmide contient 
done un fragment Hindlll (26328)-BgHI(28133) du genome de l'adenovirus Ad5, qui 

35 peut etre clone entre les sites HindHI et Bglll du vecteur pIC20R, pour generer le 
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plasmide pPY34. Une caracteristique de cc piasmide est que le site BamHI provenant 
du multisite de clonage est localise a proximite immediate du site HindIII(26328) du 
genome de Tadenovinis Ad5. 

5 Le fragment BamHI (21562)-Hindlll(26328) du genome de l'adenovirus Ad5 

provenant du plasmide pPY17 a ensuite ete clon£ entre les sites BamHI et Hindm du 
plasmide pPY34, ce qui genere le plasmide pPY3 9. Le fragment BamHI-Xbal du 
plasmide pPY39 prepare a partir d'un contexte dam-, contenant la partie du g&iome de 
l'adenovirus Ad5 comprise entre les sites BamHI(21562) et BglE(28133), a ensuite ete 

10 clone entre les sites BamHI et Xbal du vecteur pIC19H prepare a partir d'un contexte 
dam-. Ceci genere le plasmide pPY47 dont une caracteristique interessante est que le 
site Sail provenant du multisite de clonage est localise a proximite du site Hindm 
(figure 7). 

15 c) Construction du plasmide pPY55 

Le fragment Sall-Xbal du plasmide pPY47 prepare a partir d'un contexte 
dam-, et qui contient la partie du genome de l'adenovirus AdS allant du site 
BamHI(21562) jusqu'au site Bgin(28133), a dte clone entre les sites Sail et Xbal du 
plasmide pPY32, ce qui genere le plasmide pPY55. Ce plasmide est directement 

20 utilisable pour l'obtention d'ad6novirus recombinants au moins d&etes pour la region 
E3 (delation entre les sites Bgin localises aux positions 28133 et 30818 du genome de 
l'adenovirus AdS) et pour la region E4 dans son integralhe (delation entre les sites 
MaeII(3281 1) et Haem(35614) du genome de l'adenovirus AdS (figure 7). 

25 S.2 Preparation des adenovirus comprenant au moins une d£16tion dans la 

region E4, et, de preference, au moins dans les regions El et E4. 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper E4 dans les cellules 
293 

30 Le principe repose sur la transcomplementation entre un "mini-virus" (virus 

helper) exprimant la region E4 et un virus recombinant d6\6t€ au moins pour E3 et E4. 
Ces virus sont obtenus soit par ligature in vitro, soit apres recombinaison in vivo, selon 
les strategies suivantes : 
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(i) L'ADN du virus Ad-dl324 (Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le 
plasmide pPY55, tous deux digeres par BamHI, sont d'abord ligatures in vitro, puis 
cotransfectes avec le plasmide pEAGal (decrit dans 1'exemple 2) dans les cellules 293. 

(ii) L'ADN du vims Ad-dl324 digere par EcoRI et le plasmide pPY55 diger6 
5 par BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pE4Gal, dans les cellules 293 . 

Ciii) L'ADN de I'adenovirus Ad5 et le plasmide pPY55, tous deux digeres par 
BamHI, sont ligatures puis cotransfectes avec le plasmide pE4Gal dans les cellules 
293. 

(iv) L'ADN de I'adenovirus Ad5 digerS par EcoRI et le plasmide pPY55 
10 digere par BamHI sont cotransfectes avec le pEAGal dans les cellules 293 . 

Les strategies (i) et (ii) permettent de generer un adenovirus recombinant 
delate pour les regions El, E3 et E4; les strategies (Hi) et (iv) permettent de generer un 
adenovirus recombinant delete pour les regions E3 et E4. Bien entendu, l'ADN d*un 
15 virus recombinant delete pour la region El mais exprimant un transgene quelconque 
peut etre utilise a la place de l'ADN du virus Ad-dl324 selon les strategies (i) ou 00, 
dans le but de generer un virus recombinant delete pour les regions El, E3 et E4 et 
exprimant ledit transgene. 

20 b) Preparation au moyen de lignees cellulaires transcomplementant les fonctions 

EletE4 

Le principe repose ici sur le fait qu*une lignee ceOulaire derivee d*une lignee 
exprimant la region El, par exemple la lignee 293, et exprimant egalement au moins les 
phases ouvertes ORF6 et ORF6/7 de la region E4 de I'adenovirus Ad5 sous contrdle d"un 
25 promoteur, par exemple inductible, est capable de transcomplementer a la fois pour les 
regions El et E4 de I'adenovirus AdS. De telles lignees ont ete decrites dans 1'exemple 4. 

Un virus recombinant ctetete pour les regions El, E3 et E4 peut done €tre obtenu 
par ligation in vitro ou par recombinaison in vivo selon les protocoles d&rits ci-dessus. 

30 Quelque soit le protocole utilise pour g6n6rer les virus d£16tds au moins pour la region E4, 
un effet cytopathique (indiquant la production de virus recombinants) a 6t6 observe apr&s 
transfection dans les cellules utilisees. Les cellules ont ensuite 6t6 r&oltees, disrupttes par 
trois cycles de congdlation-decong&ation dans leur surnageant, puis centrifug^es & 4000 
rpm pendant 10 minutes. Le surnageant ainsi obtenu a ensuite dte amplifte sur culture 

35 cellulaire fraiche (cellules 293 pour les protocoles a) et cellules 293 exprimant la region E4 
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pour le protocole b)). Les virus ont alors ete purifies a partir de plages et leur ADN est 
analyse selon la methode de Hirt (precite). Des stocks de virus sont ensuite prepares sur 
gradient de chlorure de cesium. 

Emnpte 6 

5 

Cet exemple decrit la preparation d'adenovirus recombinants ddfectifs selon 
Wnvention dont le genome est delete des genes El, E3, L5 et E4. Ces vecteurs sont 
particulierement avantageux puisque la region L5 code pour la fibre, qui est une 
proteine extrement toxique pour la cellule. 
10 Ces adenovirus ont 6t6 prepares a partir du plasmide p2, portant la partie 

droite modifiee du genome de Tadenovirus Ad5, par co-transfection avec differents 
plasmides helper. lis peuvent egalement etre prepares au moyen d\me lignee 
complementante. 

15 6.1 Construction du plasmide p2 

Ce plasmide contient toute la region droite du genome de l'adenovirus Ad5, a 
partir du site BamHI (21562), de laquelle a ete d€\6t€ le fragment compris entre les 
sites Xbal (28592) et AvrH (35463), portant les genes E3, L5 et E4. Le plasmide p2 a 
6te obtenu par clonage et ligature des fragments suivants dans le plasmide pIC19R 

20 linearise par BamHI et dephosphoryle (voir figure 8) : 

- fragment du gdnome de Tadenovims Ad5 compris entre les sites BamHI 
(21562) et Xbal (28592\ et 

- extremite droite du genome de l'ad6novirus Ad5 (contenant 1TTR droite), a 
partir du site AvrH (35463), jusqu'au site Bell (compatible BamHI). 

25 

6.2. Construction d*un plasmide helper (pITRL5-E4) portant le gene L5 
Le plasmide helper pITRL5-E4 apporte en trans les genes E4 et L5. II 
correspond au plasmide pE4Gal decrit dans Texemple 2, contenant en plus la region L5 
codant pour la fibre sous controle du promoteur MLP de Tadenovirus Ad2. Le 
30 plasmide pITRL5-E4 a et6 constniit de la maniere suivante (figures 9 et 10) : 

Un oligonucleotide de 58 pb contenant, dans le sens 5'-3', un site HmdlTT, 
TATG de la fibre et la sequence codante de la fibre jusqu'au site Ndel en position 
31089 du genome de Tadenovirus Ad5 a 6t6 synth6tis6. La sequence de cet 
oligonucleotide est donnee ci-dessous, dans Torientation 5-3 1 : 

35 



WO 95/02697 



PCT/FR94/00851 



23 



AAfidTATpAAGCGCGCAAGACCGTCTGAAGATACCTTCAACCCCGTGTAT CrATATfi 

Les sites Hindm, en 5', et Ndel, en 3', sont soulignes en simple, I'ATG de la fibre est 
souligne en double. 

Un fragment SspI-HindlH contenant la sequence du promoteur MLP suivie 
du tripartite leader de l'ad&iovirus Ad2 a 6ti isole a partir du plasmide pMLPIO 
(Ballay et al., (1987) UCLA Symposia on molecular and cellular biology, New series, 
Vol 70, Robinson et al (Eds) New-York, 481). Ce fragment a ete insere avec 
1'oligonucleotide de 58 pb decrit ci-dessus entre les sites Ndel et EcoRV du plasmide 
pIC19R, pour donner un plasmide intermediaire (voir figure 9). Le fragment SacH 
(rendu blunt>NdeI du plasmide pE4Gal (exemple 2) a ensuite 6t6 introduit dans le 
plasmide intermediaire entre les sites Sspl et Nddel pour generer le plasmide pITOLS- 
E4 (figure 10). 

6.3 Preparation des adenovirus recombinants defectus comprenant une 
deletion dans les regions El, E3, L5 et E4. 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper dans les cellules 293 
Le principe repose sur la transcomplementation entre un "mini-virus" (virus 

helper) exprimant la region L5 ou les regions E4 et L5 et un virus recombinant delete 

au moins pour E3, E4 et L5. 

Ces virus ont ete obtenus soit par ligature in vitro, soit apres recombinaison in 
vivo, selon les strategies suivantes : 

CO L'ADN du virus Ad-dl324 (Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le 
plasmide p2, tous deux digeres par BamHI, ont tout d'abord ete ligatures in vitro, puis 
cotransfectes avec le plasmide helper pITRL5-E4 (exemple 6.2.) dans les cellules 293. 

(ii) L'ADN du virus Ad-dl324 digere par EcoRI et le plasmide p2 digere par 
BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pITRL5-E4, dans les cellules 293. 

0") L'ADN de I'adenovirus Ad5 et le plasmide p2, tous deux digeres par 
BamHI, sont ligatures puis cotransfectes avec le plasmide pITRL5-E4 dans les cellules 
293. 

Civ) L'ADN de I'adenovirus Ad5 digere par EcoRI et le plasmide p2 digere 
par BamHI sont cotransfectes avec le pITRL5-E4 dans les cellules 293. 
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Les strategies (i) et (n) permettent de generer un adenovirus recombinant 
delete pour les regions El, E3, L5 et E4; les strategies (iii) et (iv) permettent de 
generer un adenovirus recombinant delete pour les regions E3, L5 et E4. Bien 
entendu, I'ADN d'un virus recombinant delete pour la region El mais exprimant un 
5 transgene quelconque peut etre utilise a la place de l'ADN du virus Ad-dl324 selon les 
strategies (i) ou (u)» dans le but de gdnerer un virus recombinant delete pour les 
regions El, E3, L5 et E4 et exprimant ledit transgene. 

Les protocoles decrits ci-dessus peuvent egalement etre mis en oeuvre avec un 
10 virus helper ne portant que la region L5, en utilisant une lignee cellulaire capable 
d'exprimer les regions El et E4 de 1'adenovirus, telle que decrite dans l'exemple 4. 

Par ailleurs, il est egalement possible d'utiliser une lignee complementante capable 
d'exprimer les regions El, E4 et L5, de facon a s'afiranchir totalement de l'emploi d'un 
virus helper. 

15 Apres la transfection, les virus produits sont recuperes, amplifies et purifies dans 

les conditions decrites dans l'exemple 5. 
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RE VENDTf! A TTfYfvffi 

1 Adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant 1'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, 

et dans Jequel le gene El et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnel. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterisd en ce qu'U est d'origine 
humaine, animate, ou mixte. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C, de preference 
parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

4. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
d'ongme animate sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, murine 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 

5. Adenovirus selon lune des revendications precedentes caracterise en ce 
que les genes El et E4 au moins sont non-fonctionnels. 

6. Adenovirus selon lune des revendications precedentes caracterise en ce 
•qu'U est depourvu de genes tardus. 

7. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'U comprend : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant 1'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E2. 

8. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'U comprend : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant 1'encapsidauon, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4. 
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9. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El , E3 et E4. 

10. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, E3, L5 et E4. 

5 11. Adenovirus selon l*une des revendications precedentes caracteris£ en ce 

qu'il comprend en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d'un promoteur 
heterologue. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comporte un ou plusieurs genes therapeutiques 

10 et/ou un ou plusieurs g£nes codant pour des peptides antigeniques. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est choisi parrni les genes codant pour des enzymes, des derives 
sanguins, des hormones, des lymphokines (mterleukines, interferons, TNF, etc), des 
facteurs de croissance, dies neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de 

15 synthese, dies facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, 
NT3, NTS, etc), des apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc), la dystrophine 
ou une minidystrophine, des genes suppresseurs de tumeurs ou des genes codant pour 
des facteurs impliques dans la coagulation (Facteurs VII, Vm, IX, etc). 

14. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
20 therapeutique est un gene ou une sequence antisens, dont l'expression dans la cellule 

cible permet de controler Fexpression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. 

15. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene code 
pour un peptide antig&iique capable de gdn£rer chez Fhomme une reponse immunitaire 
contre des microorganism es ou des virus. 

25 16. Adenovirus selon la revendication 15 caracterise en ce que le gene code 

pour un peptide antigenique spteifique du virus d'epstein barr, du virus HTV, du virus 
de Thepatite B, du virus de la pseudo-rage, ou encore specifique de tumeurs. 

17. Adenovirus selon Fune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des sequences permettant 
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l'expressiori du gene thdrapeutique et/ou du gene codant pour le peptide antigenique 
dans la cellule infectte. 

18. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
jque la sequence d'ADN heterologue comprend, en amont du gene th^rapeutique, une 

5 sequence signal dirigeant le produit thfrapeutique synthdtise dans les voies de 
secretion de la cellule cible. 

19. Lignee cellulaire infectable par un adenovirus comprenant, integrees dans 
son genome, les fonctions n6cessaires a la complementation d'un adenovirus 
recombinant ddfectif selon l\ine des revendications 14 18. 

10 20. Lign6e cellulaire selon la revendication 19 caract6ris£e en ce qu'elle 

comporte dans son genome au moins les genes El et E2 d'un adenovirus. 

21. Lignee cellulaire selon la revendication 20 caracterisde en ce qu'elle 
comporte en outre le gene E4 d'un adenovirus. 

22. Lignee cellulaire selon la revendication 19 caracterisde en ce qu'elle 
15 comporte dans son genome au moins les genes El et E4 d'un adenovirus. 

23. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 22 caracterisde en ce qu'elle 
comporte en outre le gene du r£cepteur aux glucocorticoldes. 

24. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 23 catact&isee en ce que 
les genes E2 et E4 sont places sous le controle d'un promoteur inductible. 

20 25. Lignee cellulaire selon la revendication 24 caract6ris6e en ce que le 

promoteur inductible est le promoteur LTR de MMTV. 

26. Lignde cellulaire selon les revendications 19 a 25 catacterisde en ce que le 
gene E2 code pour la proteine 72K. 

27. Lignge cellulaire selon les revendications 19 4 26 catact£ris£e en ce qu'elle 
25 est obtenue a partir de la lignee 293. 

28. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon 1'une des revendications 14 18. 
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29. Composition pharmaceutique selon la revendication 28 comprenant un 
adenovirus recombinant selon Tune des revendications 5 a 10. 

30. Composition pharmaceutique selon les revendications 28 ou 29 
comprenant un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable. 
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